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【研究目的】	上皮細胞の形質膜に存在する塩素イオンチャネル	CFTR	の遺伝子変異は
嚢胞性線維症	(Cystic	Fibrosis;	CF)	の原因となる.	CF	患者で最も多く見られる	
CFTR	変異体	(ΔF508-CFTR)	は構造異常タンパク質として様々な経路により分解され
る.	当研究室の先行研究により,	ΔF508-CFTR	の膜発現を制御する	LON	protease	複
合型ユビキチンリガーゼ	(LON-E3)	が同定された.	LON-E3	はオートファゴソームに局
在し,	ΔF508-CFTR	がオートファジー分解を受ける可能性が示唆されており,	また	
LON-E3	は	In	vitro	において	E3	活性があることが確認されている.	しかしながらど
の様に	LON-E3	が	ΔF508-CFTR	膜発現を制御しているのか現在不明である,	その為	
LON-E3	の機能解析により,	ΔF508-CFTR	の膜発現制御機構を明らかにすることを目的
とした.	
	
【実験方法】①	LON-E3	が,	ΔF508-CFTR	のユビキチン化に影響が見られるか評価す
るために	ヒト気道上皮細胞である	CFBE	細胞に	siRNA	によるノックダウン実験を行
い,	ΔF508-CFTR	の安定性及びユビキチン化に	LON-E3	が関与するか否かを検討した.	
②	LON-E3	がオートファジー系に関与するか否かを評価するため,	LON-E3	がオートフ
ァゴソームに取り込まれているか	Quenching	アッセイによって評価した.	またオート
ファジー系におけるレセプタータンパク質として機能するか否か	LON-E3	が	ATG8	
family,	ユビキチン及び	ΔF508-CFTR	と相互作用するか否かを明らかにするために	
Pulldown	法によって検討した.	また	LON-E3	と	ATG8	family	との相互作用領域を同
定するために,	LON-E3	変異体を用いた	Pulldown	法によって検討した.	③	LON-E3	は
オートファジー分解系の制御因子として機能するか否かを評価するために	siRNA	によ
るノックダウン実験を行い,	オートファゴソームマーカである	p62	及び	LC3	タンパ
ク質の蓄積や大きさに影響が見られるかを免疫蛍光染色法により評価した.		
	
【実験結果及び考察】	①	siRNA	により	LON-E3	をノックダウンしたところ,	ΔF508-
CFTR	の安定性及びユビキチン化レベルに影響は見られなかった.	このことから	 LON-
E3	は細胞内において	ΔF508-CFTR	をユビキチン化していないことが考えられた.	②	
Pulldown	法により	LON-E3	と	ATG8	family	との相互作用を検出することが出来たが
ユビキチン,	ΔF508-CFTR	を認識しないことが明らかになった.	また変異体を用いた	
Pulldown	法により	LON-E3	の	ATG8	family	との相互作用領域の同定までは至らなか
った.	③	 LON-E3	をノックダウンによりオートファゴソームに影響が見られるか評価
したところ,	 有意にオートファゴソームの構造が大きくなることを見出した.	 以上の
結果から,	LON-E3	はオートファゴソームの成熟段階を制御する因子として機能し,	Δ
F508-CFTR	の膜発現を制御していることが考えられた.	
